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@ Verfahren zur Gewinnung eines Faktors mit insulinartiger Wirkung aus Hefeextrakt 

(g) Es wird ein Verfahren zur Gewinnung eines Faktors mit 
insulinartiger Wirkung aus Hefeextrakt beschrieben. Der 
Faktor eignet sich zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandiung von Diabetes mellitus oder nicht-insuiinabhan- 
giger Diabetes. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
eines Faktors mit insulinartiger Wirkung und seine Ver- 
wendung, insbesondere als Arzneimittel zur Behand- 5 
lung von Diabetes mellitus oder nicht-insulinabhangiger 
Diabetes. 

Insulin ubt eine Vielzahl von Wirkungen auf insulin- 
sensitives Gewebe aus. Ein auffalliger Effekt ist die 
schnelle Reduktion des Glucoses piegels in Saugetieren, 10 
wenn Insulin angewendet wird. Dies wird durch eine 
schnelle Aufnahme der Glucose aus dem Blut durch 
Muskel- und Fettzellen bewirkt. Insulin aktiviert ferner 
die Glycogen-Synthetase und inhibiert die Lipolyse. In- 
sulin fordert die Proteinsynthese aus Aminosauren und 15 
verstarkt die Induktion von Pyruvatdehydrogenase und 
Phosphofructokinase und inhibiert die Bildung von be- 
stimmten Enzymen der Gluconeogenese wie Pyruvat- 
carboxylase und Fructose- 1, 6- bisphosphatase. 

Der Diabetes Typ II, nicht-insulinabhangiger Diabe- 20 
tes, geht einher mit einer Insulin- Resistenz der periphe- 
ren Gewebe wie Muskel- oder Fettgewebe. Die dadurch 
reduzierte Glucoseverwertung wird verursacht durch 
fehlende Insulinstimulation des Glucosetransports und 
nachfolgender metabolischer Prozesse (Glucogenese, 25 
Lipogenese). Diese multiple Resistenz laBt auf einen 
Defekt auf Rezeptor- oder Post-Rezeptor-Ebene, d. h. 
vor der Erzeugung der "second messenger", schlieBen 
(Garvey, Diabetes/Metabolism Reviews, 5, (1989), 
727-742). 30 

Im Buch Psychrembel, Klinisches W6rterbuch, de 
Gruyter, 256. Auflage, werden wasserldsliche organi- 
sche Chrom-3-Komplexe, die Nikotinsaure, Glutathion 
und verschiedene Aminosauren enthalten, als Glucose- 
toleranzfaktor beschrieben. Dieser Faktor kann aus 35 
Bierhefe, Leber, Kase und Vollkornbrot gewonnen wer- 
den. Das Molekulargewicht des Faktors betragt etwa 
500dalton(dt). 

Die erste Isolierung eines Glucosetoleranzfaktors aus 
Bierhefe wird 1957 beschrieben (Schwarz und Mertz, 40 
Arch. Biochem. und Biophys. (1957) Seiten 515—518). 
Seitdem sind haufig Versuche unternommen worden 
diese gelbliche Verbindung zu reinigen, urn ihre physi- 
kalisch chemischen Eigenschaften und letztlich die 
Struktur zu bestimmen. Es deutet sich an, daB eine Viel- 45 
zahl von Faktoren mit unterschiedlicher Struktur iso- 
lierbar sind. Es ist daher moglich, daB die Struktur der 
jeweils isolierten Substanz von dem verwendeten Reini- 
gungsverfahren abhangt. 

Im Dokument US 5,108,610 wird eine Verbindung be- 50 
schrieben, die als "Dithiochrom" bezeichnet wird. Die 
chemischen Eigenschaften dieser Substanz erlauben ih- 
re Anreicherung aus eukaryotischen Zellen uber eine 
thiolspezifische Affinitatschromatographiesaule, wobei 
Dithiochrom an diese Saule bindet und mit einem thiol- 55 
oder dithiolhaltigen Laufmittel eluiert werden kann. Die 
biologische Aktivitat der Substanz wird uber die erhoh- 
te Glucoseaufnahme von humanen Adipozyten in Ge- 
genwart von Insulin bestimmt. Obwohl Insulin selbst die 
Glucoseaufnahme nicht stimuliert, ist die Gegenwart 60 
von Insulin zur Entfaltung der biologischen Wirkung 
von Dithiochrom notig. 

Im Dokument EP 0 248 057 wird eine Verbindung be- 
schrieben, die die Glucoseaufnahme durch Rattenadipo- 
zyten auch in Abwesenheit von Insulin steigert. Das 65 
Molekulargewicht dieser Verbindung betragt 174 dt. 
Die Isolation der Verbindung gelingt aus Hefeextrakten 
der Firma Difco (Bacto Yeast Extrakt). Die mehrere 
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Schritte umfassende Reinigung wurde wie folgt be- 
schrieben. Hefeextrakt wird in Wasser aufgelost und 
uber eine Sephadex G-75 Saule fraktioniert. Aktive 
Fraktionen werden gefriergetrocknet und einer Saure/ 
Ethanol-Extraktion unterworfen. Nach SSurefallung 
wird der losliche Oberstand erneut gefriergetrocknet 
und nach Losen in Ammoniumacetat auf eine Biogel- 
P6-Saule aufgetragen und chromatographiert. Die akti- 
ve Fraktion wird erneut gefriergetrocknet, in 50 mM 
Ammoniumacetat gelost und uber eine Biogel P-2 Saule 
gereinigt. Die aktive Fraktion wird erneut gefrierge- 
trocknet, in H 2 0 gelost und uber einer C-18 Reverse- 
Phase-HPLC-Stule analysiert und isoliert. Das isolierte 
Material wird wahrend der Lagerung heterogen, was 
auf die Instability der Substanz hindeutet. Der isolierte 
Stoff senkt in vivo den Blutzuckerspiegel. 

Die Wirkung von "Okadaic acid" auf den Glucose- 
transport wird beim Lipogenesetest beschrieben (Law- 
rence et al, J. Biol Chem. 265, Nr. 32, (1990) Seiten 
19768-19776). Es zeigte sich, daB Okadaic acid die Glu- 
coseaufnahme wie Insulin stimuliert, daB aber bei 
gleichzeitiger Inkubation mit Insulin eine Hemmung der 
Glucoseaufnahme hervorgerufen wird. 

Es wurde nun ein Verfahren zur Gewinnung eines 
Faktors mit insulinartiger Aktivitat aus Hefeextrakten 
gefunden. Dieser Faktor zeigt in vitro und an insulinresi- 
stentem Gewebe eine insulinartige Wirkung, 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
eines Faktors mit insulinartiger Wirkung, daB dadurch 
gekennzeichnet ist, daB man 

a) einen waBrigen Hefeextrakt durch eine Mem- 
brane mit einer AusschluBgrenze von 2000 dt fil- 
triert, 

b) das Filtrat auf einem Anionenaustauscher auf- 
tragt und bei einem pH von 8,5 bis 10 eluiert, 

c) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung sam- 
melt, 

d) die gesammelten Fraktionen auf eine Gelfiltra- 
tionssaule auftragt, 

e) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung sam- 
melt, 

f) die gesammelten Fraktionen auf ein hydrophobes 
Adsorberharz auftragt und mit Wasser eluiert, 

g) die Fraktion mit insulinartiger Wirkung sammelt, 

h) die gesammelten Fraktionen auf eine Gelfiltra- 
tionssaule auftragt, 

i) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung sam- 
melt, 

k) die gesammelten Fraktionen auf eine Saule mit 
lipophil modifiziertem Kieselgel auftragt und mit 
einem Laufmittel, enthaltend Acetonitril und Tri- 
fluoressigsaure, eluiert und 

1) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung sam- 
melt. 

Unter dem Begriff Insulin-resistentes Gewebe wer- 
den beispielsweise Ratten-Fettzellen verstanden, bei de- 
nen Insulin keine Glucoseaufnahme mehr bewirkt Die 
insulinartige Wirkung wird mit einem Lipogenesetest 
bestimmt (Moody et al., Horm. Metabl. Res. 61(1974), 
Seiten 12-14). 

Beim Verfahrensschritt a) geht man am besten wie 
folgt vor. Das Hefeextraktmaterial kann kauflich erwor- 
ben werden oder durch Fermentation von Hefezellen 
und anschlieBender Autolyse der Hefezellen hergestellt 
werden. Der Hefeextrakt wird in Wasser gelost und 
durch eine Membran filtriert. Als Filtrationssystem kon- 
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nen Piatten-, Rohr-, Kapillarrohr-, Wickel- oder Hohlfa- 
sermembranmodule aus Polymeren, Kohlenstoff oder 
Keramik mit Trenngrenzen vom Ultrafiltrations- bis 
zum Sterilfiltrationsbereich eingesetzt werden. Bevor- 
zugt werden Filtrationsmodule mit einer PorengrdBe 5 
von 0,2 jam bis 4 nm eingesetzt, insbesondere Filter mit 
einer AusschluBgrenze von 2000 dalton (dt). Als Mem- 
branmaterialien konnen Polysulfone, Polyamide, Cellu- 
loseacetat, Aluminiumoxid oder Zirkonoxid eingesetzt 
werden. Die Filtration kann kontinuierlich oder diskon- 10 
tinuierlich erfolgen. Das Filtrat kann konzentriert wer- 
den, beispielsweise durch Einengen unter vermindertem 
Druck oder durch Gefriertrocknung. 

Beim Verfahrensschritt b) wird das Filtrat auf einen 
pH-Wert von 8,5 bis 10 eingestellt oder die Fraktionen \$ 
aus a) werden eingeengt oder gefriergetrocknet und 
anschlieBend in einem Puffer mit einem pH-Wert von 
9 7 0 gelost, beispielsweise in Tris-HCl-Puffer 50 mM, pH 
9,0. Das so eingestellte Filtrat wird dann auf einen Anio- 
nenaustauscher, der mit einem Puffer auf pH 9,0 aquili- 20 
briert ist, aufgetragen, Geeignete Anionenaustauscher- 
materialien sind Diethylaminoethyicellulose wie DEAE- 
Sephacel® oder DEAE-Cellulose Servacel®. 

Der erfindungsgemaBe Faktor wird im AusschluBvo- 
lumen eluiert, und die Aktivitat wird mit dem Lipogene- 25 
setest bestimmt (Verfahrensschritt c)). 

Die erhaltenen Fraktionen werden direkt oder nach 
Konzentrierung auf eine Gelfiltrationssaule aufgetra- 
gen, die die Trennung von Stoffen mit einem Molekular- 
gewicht von 700 bis 1000 Dalton erlaubt (Verfahrens- 30 
schritt d)). Entsprechendes Saulenmaterial ist beispiels- 
weise Sephadex®G25, Ultrogel®AcA202 oder Trisa- 
cryl®GF05. Der Faktor mit insulinartiger Aktivitat wird 
in einem Molekulargewichtsbereich von 700 bis 1000 dt 
eluiert. Die gesammelten Fraktionen konnen direkt 35 
oder nach Konzentrierung auf ein hydrophobes Adsor- 
berharz aufgetragen werden (Verfahrensschritt f)). 

Hydrophobe Adsorberharze sind nicht-ionische, hy- 
drophobe, vernetzte Polymere und/oder Copolymers 
beispielsweise Polyacrylate oder Polystyrol oder Copo- 40 
lymere aus Styrol und Divinylbenzol, insbesondere 
polymere Adsorberharze mit groBer Oberflache und 
vielen groBen Poren, z. B. Handelspraparate der Firmen 
Rohm und Haas oder Mitsubishi Chemical Industries 
Ltd. wie XAD16, XAD1600 oder HP20. 45 

Die Elution erfolgt mit Wasser und/oder mit einem 
Gemisch aus 30% Isopropanol und 70% Wasser. Die 
Aktivitat des erfindungsgemaBen Faktors wird mit dem 
Lipogenesetest bestimmt. Die Fraktionen mit insulinar- 
tiger Aktivitat werden gefriergetrocknet Das gefrierge- 50 
trocknete Material wird in einem kieinen Volumen Was- 
ser gelost und auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen 
(Verfahrensschritte h)). Eine geeignete Saule ist die Bio- 
gel-P2-Saule. Der erfindungsgemaBe Faktor eluiert in 
den ersten Fraktionen. Die Fraktionen mit insulinartiger 55 
Aktivitat werden vereinigt und gefriergetrocknet und 
anschlieBend in Wasser gelost. Die Losung wird auf eine 
Saule mit lipophil modifiziertem Kieselgel aufgetragen 
(Verfahrensschritt k)). 

Unter lipophil modifiziertem Kieselgel wird ein Kie- 50 
selgel verstanden, auf das eine hydrophobe Matrix auf- 
gebracht wurde. Beispiele fur eine hydrophobe Matrix 
sind Alkane mit einer Kettenlange von 3 bis 20 Kohien- 
stoffatomen. Besonders bevorzugtes lipophil modifi- 
ziertes Kieselgelmaterial ist beispielsweise: 55 
Saulenmaterial des TypsVydac 128TP1G10 (The Separa- 
tion Group, HESPERIA, Kalifornien, USA). 

Die Elution erfolgt mit einem Laufmittel, enthaltend 



0,1% Trifluoressigsaure (TFA) und Acetonitril. Die 
Hochdruckfiussigchromatographie (HPLC) erfolgt mit 
folgenden Gradienten: 

Start: 98% A und 2% B, dabei ist A 0,1% TFA und B 
100% Acetonitril. Nach einer Laufzeit der Chromato- 
graphic von 20 Minuten enthalt das Laufmittel 40% B. 
Die FluBrate des Laufmittels betragt 3 ml/min. Der Fak- 
tor mit insulinartiger Aktivitat eluiert im Bereich von 5 
bis 7 Minuten. 

Der Faktor mit insulinartiger Wirkung dient in erster 
Linie als Wirkstoff fur pharmazeutische Zubereitungen 
zur Behandlung des Diabetes mellitus oder nicht-insu- 
linabhangiger Diabetes. 

Die Erfindung betrifft daher auch ein Arzneimittel, 
das durch einen wirksamen Gehait an dem Faktor mit 
insulinartiger Wirkung in geloster, amorpher und/oder 
kristailiner Form gekennzeichnet ist. 

Zwecks Variation des Wirkungsprofils der erfin- 
dungsgemaBen Arzneimittel konnen auch modifizierte 
Insuline (EP 132 769, EP 132 770, Europaische Patentan- 
meldung mit der Anmelde-Nr. 89 120 462.0) und/oder 
unmodifizierte Insuline, vorzugsweise Rinder-, Schwei- 
ne- oder Humaninsulin, insbesondere Humaninsulin, zu- 
gemischt werden. 

Das Arzneimittel wird dadurch hergestellt, daB man 
den Faktor mit insulinartiger Wirkung, gegebenenfalls 
zusammen mit modifizierten und/oder unmodifizierten 
Insulin(derivat)en, mit einem physiologisch unbedenkli- 
chen Trager sowie gegebenenfalls mit geeigneten Zu- 
satz- und Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungs- 
form bringt. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines 
Gemisches aus dem Faktor mit insulinartiger Aktivitat 
und Okadaic Acid zur Stimulierung der Lipogenese 
und/oder der Behandlung von Diabetes mellitus oder 
nicht-insulinabhangiger Diabetes. Die Erfindung betrifft 
auch die Verwendung eines Gemisches aus dem Faktor 
mit insulinartiger Aktivitat, Okadaic Acid und Insulin 
zur Stimulierung der Lipogenese und/oder der Behand- 
lung von Diabetes mellitus oder nichtinsulinabhangiger 
Diabetes. Der Faktor mit insulinartiger Aktivitat kann 
dabei in gereinigter Form oder in ungereinigter Form, 
z. B. nach Ultrafiltration des Hefeextraktes, eingesetzt 
werden. 

Beispiel 1 
Lipogenesetest 
Folgende waBrige Stammlosungen werden eingesetzt: 
l.ECRBD-Losung 



400 ml NaCl 

4mlMgS0 4 x 7H 2 0 

4 ml KH2PO4 
84 ml NaHCOs 
16 ml KC1 



1,8% 

7,55% 

4,22% 

2,66% 

2,3% 



Die Losung wird 10 Minuten mit Carbogen begast. 
2. KRBD Inkubationspuffer 

400 ml KRBD Puffer 
5,37 mg D-( + )-Glucose 
9,6mlCaCl 2 x 2H 2 0 
8,0 g Albumin 
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3. KRBDWaschpuffer 

200 ml KRBD Puffer 
200 ml H 2 0 

4. Collagenaselosung(FirmaSeromed) 1 mg/ml 

15 mg Collagenase werden in 15 ml KRBD Wasch- 
puffer zehn Minuten vor Gebrauch gelost. 

5. D-(+)-(3- 3 H)-Glucose-L6sung 

1ml D-(+)-(3- 3 H) Glucoselosung der Firma 
Amersham (Kat. Nr. TRK 239) werden mit 1 ,5 ml 
sterilem H 2 0 versetzt, so daB eine Stammlosung 
der Aktivitat 400 u.Ci/ml entsteht. Von dieser L6- 
sung werden Aliquots von 40 ul Volumen in Eppen- 
dorfgefaBe abgeffillt und bei — 20°C gelagert. 

6. Insulinlosung 1 mg/ml 

1 mg Humaninsulin wird in 300 jxl 0,1 N HC1 
500 ul KRBD-Waschpuffer gelost und mit H 2 0 auf 
1 ml Volumen aufgefiillt 

Das Fettgewebe fiber den Hoden von 5 mannlichen 
Wistarratten (Tierzucht, Hoechst AG) wird den getote- 
ten Tieren entnommen und in KRBD Waschpuffer ge- 
waschen. Dann werden sorgfaltig auBeres Bindegewebe 
und BIutgefaBreste entfernt. Je 2 der insgesamt 10 Fett- 
gewebeproben werden in 2 ml Collagenlosung 25 Minu- 
ten bei 37° C in einem mit Carbogen gesattigten Szintil- 
lationsgefaB im kraftig schuttelnden Wasserbad inku- 
biert Die Lange der Inkubation muB dabei fur jede 
Collagenasepraparation neu festgelegt werden. Die 
Fettgewebepraparation wird anschlieBend fiber ein 
Siebnetz abgegossen und mit wenig KRBD-Waschpuf- 
fer nachgewaschen. Die Fettzellenmischung wird in ein 
12 ml Reagenzglas gegossen und stehen gelassen, bis die 
Fettzellen sich nach oben abgesetzt haben. Die untere 
klare Losung wird dann vorsichtig entfernt. Die Fettzel- 
len werden erneut in KRBD-Waschpuffer aufgenom- 
men und entsprechend noch dreimal gewaschen. Beim 
letzten Waschschritt wird die Dicke der Fettzellschicht 
bestimmt. Die Fettzellen werden dann in ein Becherglas 
uberfuhrt. Dabei werden pro 1,2 cm Zellschicht 20 ml 
KRB-Waschpuffer zugesetzt. Dies entspricht erfah- 
rungsgemaB einer Zellschicht von ca. 3,5 x 10 5 Zellen/ 
ml. 200 \l\ dieser Zellsuspension werden in ein Szintilla- 
tionsgefaB uberfuhrt, in dem folgende Komponenten 
vorgelegt sind: 400 ul von einer Insulinlosung oder der 
zu testende erfindungsgemaBe Faktor oder der erfin- 
dungsgemaBe Faktor plus 10 ng Insulin plus 1,2 u.M 
Okadaic Acid, 300 ul steriles Wasser; 100 ui (0,2 uCi) 
waBrige D-(+)(3- 3 H)-Glucosel6sung. Fur jedes Experi- 
ment wird zur Eichung des Systems die Stimulation der 
Lipogenese fiber eine steigende Insulinreihe mit maxi- 
mal 10 ng bestimmt. 

Die Inkubation erfolgt fur 90 Minuten bei 37° C in 
einem schwach schuttelndem Wasserbad. Danach wer- 
den zu den Zellen 10 ml Quickszint 501 (Firma Zinser) 
gegeben, und die SzintillationsgefaBe werden kraftig ge- 
schfittelt und 2 bis 4 Stunden stehen gelassen. Es bilden 
sich zwei Phasen, und die Radioaktivitat wird aus der 
zellularen Phase bestimmt. 

Beispiel 2 



ries, Detroit, Michigan, USA Katalog Nr. 0127-01-07) 
werden in 3 Liter sterilem bidestilliertem Wasser aufge- 
lost und auf 3,5 Liter mit Wasser verdunnt und fiber ein 
Hollow Fiber Filtrationssystem (Firma Romicon, USA) 
5 mit einer Membran, deren AusschluBgrenze 2000 dt be- 
tragt, filtriert. Dabei entstehen etwa 30 Liter Ultrafiltrat. 
Das Ultrafiltrat zeigt im Lipogenesetest stimulierende 
Wirkung, wahrend im Retentat keine biologische Wir- 
kung nachweisbar ist. Das Filtrat wird bei 60° C im Rota- 
io tionsverdampfer bis zu einem Volumen von etwa 3 Li- 
tern konzentriert und anschlieBend lyophylisiert. Die 
Ausbeute an gefriergetrocknetem Material betragt et- 
wa 260 Gramm. Das Material wird autoklaviert urn ei- 
nen Abbau durch Mikroorganismen zu verhindern. Die 
is insulinartige Aktivitat des Materials kann nicht an eine 
Thiolaffinitatssaule (Firma Biorad, Deutschland) gebun- 
den werden. 825 mg des Materials werden in 2,5 ml 50 
mM Tris-HCl Puffer (pH 9) gelost und auf eine DEAE- 
Sephacel®-Saule (Pharmacia, Schweden) aufgetragen. 
20 Der Durchmesser der Saule betragt 1,4 cm und die Lan- 
ge 14 cm. Eine FluBrate von 2 ml/min wird eingestellt. 
Puffer B besteht aus 0,5 M NaCl in 50 mM Tris-HCl (pH 
9). Die Detektion wird bei einer Wellenlange von 
254 nm durchgefuhrt Das im Lipogenesetest aktive Ma- 
25 terial bindet nicht an die Saule und wird im Ausschlufi- 
volumen wiedergefunden. Das Eluat wird gefrierge- 
trocknet und anschlieBend in 5 ml Wasser gelost. Das 
geloste Material wird entsprechend des Molekularge- 
wichtes fiber eine Sephadex®G25-Saule (Pharmacia, 
30 Schweden) (Durchmesser 1,25 cm; Lange 54 cm; FluBra- 
te 2,2 ml/min) gereinigt. Bei einer Detektionswellenlan- 
ge von 254 nm wird im Molekulargewichtsbereich von 
700 bis 1000 dt der Faktor mit insulinartiger Wirkung 
bestimmt. Nach Gefriertrocknung wird das Material er- 
35 neut in 5 ml Wasser gelost und auf eine mit Dia- 
ion®HP20-Material (Mitsubishi Chemicals) geffillte Sau- 
le aufgetragen (Saulendurchmesser 1 ,4 cm, Lange 
15 cm, FluBrate 2 ml/min). Die Elution erfolgt mit 
30%igen Isorpopanol in Wasser. Das in Lipogenesetest 
40 aktive Material wird im AusschluBvolumen der Saule 
bei 254 nm Detektionswellenlange gefunden. Der Sub- 
stanz kann also ein polarer Charakter zugeordnet wer- 
den. Das Eluat wird gefriergetrocknet und in 2,5 ml 
Wasser geldst und fiber eine weitere Filtration fiber 
45 einer Biogel-P2-Saule (Biorad, Deutschland) (Saulen- 
durchmesser 2,5 cm, Lange 88 cm, FluBrate 0,4 ml/Min) 
erneut fraktioniert. Das im Lipogenesetest aktive Mate- 
rial eluiert in den ersten Fraktionen. Die Fraktionen 
werden vereinigt, gefriergetrocknet und in moglichst 
so kleinen Volumen Wasser gelost Das Material wird auf 
eine C18 reversed Phase Saule des Typs Vydac 
218TP1010 (The Separation Group, Hesperia, Kalifor- 
nien, USA) aufgetragen und einer Hochdruckflfissig- 
chromatographie unterzogen, Unter den vorgegebenen 
55 Bedingungen (Start A: 98% von 0,1 % Trifluoressigsaure 
(TFA) bezogen auf Wasser; B: 100% Acetonitril; FluB- 
rate 3 ml/min; Nach einer Laufzeit von 20 Minuten wird 
ein Gradient mit 40% B and 60% A erreicht) eluiert das 
im Lipogenesetest aktive Material im Bereich zwischen 
60 5,77 bis 6,07 Minuten in charakteristischer Weise. Die 
aktive Fraktion wird durch Rechromatographie auf ei- 
ner entsprechenden Saule unter Einsatz eines flacheren 
TFA/Acetonitril-Gradienten rechromatographiert. Es 
entstehen im Chromatogramm 3 Peaks von denen nur in 
65 einer Fraktion im Lipogenesetest aktives Material iso- 
liert werden kann. 



300 g "Bacto Yeast Extract" (Firma Difco Laborato- 
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Beispiel3 
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Bestimmung der insulinartigen Wirkung in Gegenwart 
von "Okadaic Acid" 

5 

Die biologische Aktivitat wird entsprechend Beispiel 
1 bestimmt. Die Lipogenesestimulation durch 10 ng In- 
sulin wird als 100% Wert angesetzt. Eine Losung mit 
1,7 u,M Okadaic Acid (Sigma Chemie GmbH, Deutsch- 
land) ergibt eine Stimulation von ca. 55%. Ein Gemisch io 
aus 10 ng Insulin und 1,7 u-M Okadaic Acid ergibt eine 
Stimulation von ca. 80%. 250 ug des Hefeextraktes nach 
Ultrafiltration (Beispiel 2) ergeben etwa 70% Stimula- 
tion. Ein Gemisch aus Okadaic Acid (1,7 uM) und ultra- 
filtriertem Hefeextrakt (250 ug) ergibt eine 200%ige 15 
Stimulation und ein Gemisch aus den Komponenten 
Insulin (10 ng), ultrafiltriertem Hefeextrakt (250 u-g) und 
Okadaic Acid ergibt eine 200 bis 300%ige Stimulation. 



Patentanspriiche 



20 



25 



30 



1. Verfahren zur Gewinnung eines Faktors mit in- 
sulinartiger Wirkung, dadurch gekennzeichnet, 

dafi man 

a) einen waSrigen Hefeextrakt durch eine 
Membrane mit einer AusschluBgrenze von 
2000 dalton filtriert, 

b) das Filtrat auf einem Anionenaustauscher 
auftragt und bei einem pH von 8,5 bis 10 elu- 
iert, 

c) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung 
sammelt, 

d) die gesammelten Fraktionen auf eine Gelfil- 
trationssaule auftragt, 

e) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung 35 
sammelt, 

f) die gesammelten Fraktionen auf ein hydro- 
phobes Adsorberharz auftragt und mit Wasser 
eluiert, 

g) die Fraktion mit insulinartiger Wirkung 
sammelt, 

h) die gesammelten Fraktionen auf eine Gelfil- 
trationssaule auftragt, 

i) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung 
sammelt, 

k) die gesammelten Fraktionen auf eine Saule 
mit lipophil modifiziertem Kieselgel auftragt 
und mit einem Laufmittel enthaltend Acetoni- 
tril undTrifluoressigsaure eluiert und 
1) die Fraktionen mit insulinartiger Wirkung 50 
sammelt. 

2. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen wirk- 
samen Gehalt von dem Faktor mit insulinartiger 
Wirkung erhaltlich nach dem Verfahren gemafi An- 
spruch 1, 

3. Verwendung von dem Faktor mit insulinartiger 
Wirkung erhalten nach Anspruch 1 und Okadaic 
Acid zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Diabetes mellitus oder nicht-insulin- 
abhangiger Diabetes. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zusatzlich Insulin, vorzugsweise 
Human-, Schweine- oder Rinderinsulin, oder Insul- 
inderivate einsetzt. 

5. Verwendung von einem wafirigen Hefeextrakt 65 
nach Filtration durch eine Membran mit einer Aus- 
schluBgrenze von 2000 dalton und Okadaic Acid 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 



40 



45 



55 



60 



lung von Diabetes mellitus oder nichtinsulinabhan- 
giger Diabetes. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zusatzlich Insulin, vorzugsweise 
Human-, Schweine- oder Rinderinsulin, oder Insui- 
inderivate einsetzt 

7. Verwendung von einem waBrigen Hefeextrakt 
nach Filtration durch einen Membran mit einer 
AusschluBgrenze von 2000 dalton und Okadaic 
Acid zur Herstellung eines Arzneimittels mit Lipo- 
genese stimulierender Wirkung. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zusatzlich Insulin, vorzugsweise 
Human-, Schweine- oder Rinderinsulin, oder Insui- 
inderivate einsetzt. 

9. Faktor mit insulinartiger Wirkung erhaltlich nach 
dem Verfahren gemaB Anspruch 1, 
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Abstract of DE4413023 

Prepn. of a factor (I) with insulin-like activity comprises: (a) filtering an aq. yeast extract through a 
membrane with an exclusion limit of 2000Da; (b) applying the filtrate to an anion exchanger and eluting 
at pH 8.5-10; (c) collecting active fractions and applying them to a gel filtration column; (d) collecting 
active fractions, applying them to a hydrophobic adsorber resin and eluting with water; (e) collecting 
active fractions and applying to a gel filtration column; (f) collecting active fractions, applying them to a 
column of lipophilic modified silica gel and eluting with a mobile phase contg. MeCN and Cf3COOH; 
and (g) collecting active fractions. Also claimed is the prod, of above process. 
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